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As alterações ambientais e climáticas causadas principalmente pela antropização são 
fatores preocupantes na conservação de espécies silvestres no mundo. Com isso, a 
circulação de patógenos emergentes/ reemergentes e o parasitismo por ectoparasitos 
vetores pode agravar ainda mais a vulnerabilidade de espécies críticas. Portanto, o 
conhecimento sobre os agentes que infectam populações silvestres cria uma rede de 
informações que pode ser utilizada para fins de conservação e para a saúde pública. 
Tendo em vista as espécies de felídeos neotropicais ameaçadas de extinção, destaca-se a 
onça-pintada, o terceiro maior felino do mundo, possuindo diferentes graus de 
vulnerabilidade no território brasileiro. Em virtude deste cenário, o objetivo foi avaliar a 
presença de hemocitozoários e ectoparasitos como subsídio de informações sobre o 
status sanitário de onças-pintadas de vida livre do Bioma Pantanal. Ao todo 22 amostras 
de sangue foram analisadas por ensaios de Reação em Cadeia Polimerase (PCR) para 
diferentes hematozoários. Ectoparasitos foram coletados em 19 capturas. Foi possível 
avaliar amostras de sangue em 12 capturas (esfregaços de sangue e microhematócrito 
manual) e parâmetros fisiológicos (coloração das mucosas, peso/kg, temperatura retal e 
tempo de preenchimento capilar) em todas as capturas (pelo menos dois parâmetros 
foram avaliados em cada captura). Nas análises moleculares, 100% obtiveram 
positividade para a Ordem Piroplasmida, Família Trypanosomatidae e Mycoplasma 
spp., além de 50% para o gênero Hepatozoon. Todas as amostras foram negativas para o 
gênero Bartonella e para a Família Anaplasmataceae. Larvas em terceiro ínstar de 
Dermatobia hominis foram identificadas em seis indivíduos e 454 carrapatos 
distribuídos no gênero Amblyomma e na espécie Rhipicephalus microplus foram 
identificados. Gamontes de Hepatozoon sp. e inclusão sugestiva de piroplasma foram 
identificados em leucócitos nas lâminas de esfregaço sanguíneo avaliadas. Não foi 
observada alterações nos parâmetros fisiológicos, mesmo nas onças-pintadas 
coinfectadas e com ectoparasitos. Dessa forma, é possível observar que as onças-
pintadas sirvam como importantes reservatórios de patógenos no ambiente em que 
habitam, sendo necessário mais estudos para avaliar os possíveis vetores dos patógenos 
que circulam nestes indivíduos. Além disso, a manutenção destes estudos é importante 
devido as alterações ambientais que podem alterar a relação parasito-hospedeiro e, 
consequentemente, causar manifestações clínicas. 
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The environmental and climatic changes caused mainly by anthropization are factors of 
concern in the conservation of wild species in the world. As a result, the circulation of 
emerging / reemerging pathogens and parasitism by vector ectoparasites can further 
aggravate the vulnerability of critical species. Therefore, knowledge about the agents 
that infect wild populations creates a network of information that can be used for 
conservation purposes and for public health. In view of the species of neotropical felids 
threatened with extinction, the jaguar stands out, the third largest feline in the world, 
with different degrees of vulnerability in Brazilian territory. In view of this scenario, the 
objective was to evaluate the presence of hemocytozoa and ectoparasites as a subsidy 
for information on the health status of free-ranging jaguars in the Pantanal Biome. In 
total, 22 blood samples were analyzed by Polymerase Chain Reaction (PCR) assays for 
different hematozoa. Ectoparasites were collected from 19 captures. It was possible to 
evaluate blood samples in 12 captures (blood smears and manual microhematocrit) and 
physiological parameters (mucosal color, weight/ kg, rectal temperature and capillary 
refill time) in all captures (at least two parameters were evaluated in each capture). In 
molecular analysis, 100% were positive for the Order Piroplasmida, Family 
Trypanosomatidae and Mycoplasma spp., in addition to 50% for the genus Hepatozoon. 
All samples were negative for the genus Bartonella and for the Family 
Anaplasmataceae. Larvae in the third instar of Dermatobia hominis were identified in 
six individuals and 454 ticks distributed in the genus Amblyomma and in the species 
Rhipicephalus microplus were identified. Gamonts of Hepatozoon sp. and suggestive 
inclusion of piroplasm were identified in leukocytes in the blood smear slides evaluated. 
There were no changes in physiological parameters, even in co-infected jaguars with 
ectoparasites. In addition, the maintenance of these studies is important due to 
environmental changes that can alter the parasite-host relationship and, consequently, 
cause clinical manifestations. 
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Um dos importantes papéis dos projetos e atividades de conservação, seja em 
cativeiro ou em vida livre, inclui a avaliação de doenças infecciosas e parasitárias em 
todo animal silvestre, uma vez que estes animais estão expostos a diferentes patógenos, 
condições epidemiológicas e ações antrópicas (MACDONALD, 1996; MURRAY et al. 
1999). E para isso, o conhecimento dos patógenos que ocorrem em uma determinada 
população ou subpopulação auxilia na realização de medidas preventivas e profiláticas a 
serem aplicadas em manejos sanitários em ambientes ecológicos (LYLES & DOBSON, 
1993). 
Algumas doenças causadas por protozoários ou bactérias, principalmente 
doenças transmitidas por vetores, têm sido alvo de pesquisas em diferentes espécies de 
animais silvestres e em diferentes biomas brasileiros (LABRUNA et al., 2004; SZABÓ 
et al., 2013; MELO et al., 2016; DALL’AGNOL et al., 2017), isto porque a avaliação 
eco-epidemiológica torna-se um importante acréscimo na formação e repasse de dados 
sobre áreas de risco ou que necessitam de monitoramento constante, tanto para a 
sanidade de animais domésticos e silvestres quanto para a prevenção de casos humanos 
(WECK et al., 2016). 
Ao analisar o cenário atual das pesquisas sobre felídeos neotropicais é 
importante primeiramente ressaltar que todas as espécies encontram-se ameaçados de 
extinção nas avaliações das listas locais, nacionais e internacionais (NOWELL & 
JACKSON, 1996; MACHADO et al., 2008; PAYAN & OLIVEIRA, 2016; QUIGLEY 
et al., 2018), seja pela caça ilegal (LOVERIDGE et al., 2010), confronto com humanos 
(HOOGESTIJN & HOOGESTIJN, 2010), perda de habitat pela expansão agropecuária, 
urbana e por hidrelétricas (SWANK & TEER, 1989; SANDERSON et al., 2002), 
alterações climáticas (VALE et al., 2015) ou atropelamento (OLIVEIRA, 1994).  
Atualmente a fauna brasileira de felídeos silvestres é composta por nove 
espécies, sendo  caracterizada por felídeos de grande porte, Panthera onca (onça-
pintada) e Puma concolor (suçuarana ou onça-parda) e sete pequenos felídeos: 
Leopardus pardalis (jaguatirica), Leopardus wiedii (gato-maracajá), Leopardus tigrinus 
(gato-do-mato), Leopardus gutullus (gato-do-mato-pequeno), Leopardus geoffroyi 
(gato-do-mato-grande), Leopardus colocola (gato-palheiro) e Herpailurus 





Visto o grau de vulnerabilidade em que os felídeos neotropicais estão situados 
sob diferentes ameaças, as pesquisas em busca de patógenos tendem a auxiliar projetos 
de conservação a adotar medidas para a aplicação prática. No entanto, fornecer dados 
biológicos provenientes de animais silvestres necessita de um aparado de iniciativas, 
financiamentos, projetos, conhecimento específico e mão de obra prática (AGUIRRE, 
2008; WILSON et al., 2016). Mas há uma clara necessidade que novos tópicos sejam 
aplicados a projetos de conservação, como observado por Tensen (2018) durante a 
compilação de publicações sobre a ordem Carnivora entre 2013 e 2017, mostrando que 
apenas 18% dos dados científicos publicados sobre felídeos silvestres são voltados para 
fatores relacionados à saúde e doenças, ao contrário dos canídeos, onde a maioria dos 
estudos são sobre sanidade.  
 Alguns estudos com mamíferos silvestres observaram o potencial sentinela e/ou 
reservatório frente a diversos patógenos (AGUIRRE, 2009; BRINKERHOFF et al., 
2009; JORGE et al., 2013; FORNAZARI et al., 2018; DE SOUZA et al., 2019) ou 
elementos tóxicos (MAY JUNIOR et al., 2018), principalmente em espécies 
bioacumuladoras e biomagnificadoras, mais especificamente espécies topo de cadeia. 
As espécies chaves desempenham uma importante função no equilíbrio ecológico 
(SIMBERLOFF, 1998) e P. onca está incluída neste segmento, devido principalmente 
ao seu caráter ecológico em controlar espécies-presas, porém existe uma complexidade 







2.1 Objetivo geral 
Objetivo deste estudo foi avaliar a presença de hemocitozoários e ectoparasitos 
como subsídio para informações sobre o status sanitário de onças-pintadas de vida livre 
do bioma Pantanal. 
2.2 Objetivos específicos 
a. Avaliar a presença de hemoprotozoários por análise molecular; 
b. Avaliar a presença de hemoplasma e α-proteobactérias por análise molecular; 
c. Avaliar o hematócrito e possíveis alterações hematológicas passíveis de 
avaliação em lâmina de esfregaço sanguíneo; 
d. Avaliar a presença de ectoparasitos; 
e. Fornecer dados eco-epidemiológicos sobre a ocorrência de agentes patogênicos 





3 REVISÃO DE LITERATURA 
3.1 Panthera onca 
A onça-pintada ou jaguar (Panthera onca Linnaeus, 1758) é o maior felino e 
predador das Américas, sendo o único representante do gênero Panthera no continente 
americano, estando distribuído em diferentes biomas da região neotropical (SUNQUIST 
& SUNQUIST, 2002). Historicamente, sua distribuição ocorria dos Estados Unidos ao 
norte da Argentina com uma vasta população que, atualmente, é representada por 
apenas metade da população inicial, com um declínio aproximado de 50% da população 
inicial em 50 anos (SEYMOUR, 1989; SANDERSON et al., 2002). No Brasil, segundo 
dados oficiais, é considerada ameaçada de extinção em nível de vulnerável, tendo 
subpopulações significativas na Amazônia e Pantanal (ICMBIO, 2013).  
Desde 1900, o declínio populacional de P. onca no Brasil é observado devido às 
principais ameaças à conservação da espécie, como: perda de habitat (causada pela 
exploração madeireira, expansão urbana e expansão agropecuária) (MORATO et al., 
2016), caça ilegal e por retaliação à predação de animais domésticos (HOOGESTEIJN 
et al., 1993; NOWELL & JACKSON, 1996), diminuição da oferta de presas e outros 
conflitos com seres humanos (MURRAY et al., 1999; ZIMMERMANN et al. 2005; 
ZELLER, 2007). Associado a estas ameaças, a interrupção do ciclo ecológico e a 
antropização, estes animais são expostos a diversos patógenos tornam-se um agravo 
para populações críticas (MURRAY et al., 1999; FURTADO & FILONI, 2008). 
A onça-pintada habitava os seis biomas brasileiros, porém em 1952 a última 
onça-pintada foi extinta do bioma Pampa, morta por caçadores (PETERS et al., 2015). 
Hoje, habita os outros cinco biomas: Amazônia, Pantanal, Cerrado, Mata Atlântica e 
Caatinga. Nestes, foram realizadas avaliações individuais para que a classificação de 
conservação fosse condizente com a população local dos indivíduos. Estima-se que a 
Amazônia abrigue mais de 10 mil indivíduos (JEDRZEJEWSKI et al. 2018) e o 
Pantanal abrigue mais de mil indivíduos (MORATO et al., 2013). Diferente das onças-
pintadas dos biomas Amazônia e Pantanal, que são classificadas como vulneráveis, as 
onças-pintadas dos biomas Mata Atlântica e Caatinga são classificadas como “em 
perigo” e “criticamente em perigo”, estimando menos de 250 indivíduos (MORATO et 





estimam menos de 250 indivíduos, enquanto que Jedrzejewski et al. (2018) estimam 
mais de 250 indivíduos.   
3.2 One Health, One World 
Em 1939, a teoria proposta por Pavlovsky discorre que alguns microrganismos 
já se encontravam circulantes no meio ambiente, desenvolvendo-se em um nicho 
equilibrado, porém com o acesso do homem a estes ambientes, o descontrole poderia 
proporcionar o início do aparecimento de doenças (PAVLOVSKY, 1966). Leavell & 
Clark (1965) levantaram o conceito “homem-ambiente-agente” e “história natural das 
doenças” recebendo apoio das áreas voltadas para saúde e biologia. Ao final dos anos 
70, doenças que eram associadas aos animais atingem humanos, como as causadas pelo 
vírus Rocio e Hantavírus, associado principalmente as alterações ambientais (LOPES, 
1978; BRASIL, 1998). 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2016), um em cada quatro 
óbitos no mundo em 2012 foram originados por alterações ambientais (ações 
antrópicas); estima-se que doenças diarreicas como a criptosporidiose, giardíase e 
outras, causaram 846 mil mortes no ano e malária 259 mil; essas alterações também 
aumentam a disseminação de diferentes patógenos entre as populações (PAGE et al., 
2011).  
Dado o conceito saúde única onde há integração ecológica entre as saúdes 
ambiental, animal e humana, alguns fatores podem desencadear severas catástrofes entre 
populações silvestres como observado em estudos sobre epidemia de vírus da cinomose 
canina (VCC) em leões africanos. Em 1994, um surto dizimou 30% de uma população 
aproximada de 1000 leões africanos no Serengeti (ROELKE-PARKER et al., 1996). Na 
época acreditava-se que os leões não eram sensíveis ao vírus (HARDER et al., 1995), 
portanto, a hipótese para o surto seria o primeiro contato da população com o agente  
(OSTERHAUS, 2001), porém estudos retrospectivos observaram circulação do vírus até 
1981 na mesma região, que durante alguns períodos ficava ausente (PACKER et al., 
1999). 
Foi em 2008 que uma pesquisa revelou a interação entre o aumento extremo da 
temperatura com a desnutrição de búfalos no Serengeti, uma espécie chave na 
alimentação de carnívoros. Ao fim da seca e início das chuvas, os búfalos apresentaram 





morrendo devido ao comprometimento nutricional. Os leões por sua vez se 
alimentavam destas carcaças, ocasionando um maior contato com carrapatos ali 
presentes. A coinfecção pelo gênero Babesia alcançou altos níveis em 1994, 
coincidindo com a alta mortalidade de leões durante o surto de VCC (MUNSON et al., 
2008). Estes dados exemplificam a sensibilidade no equilíbrio ecológico na relação 
parasito-hospedeiro e na quebra do ciclo saúde única. 
 
3.3 Ectoparasitos 
Os registros de parasitismo por carrapatos em P. onca são evidenciados em 
todos biomas que habitam atualmente, dentre os achados observam-se carrapatos das 
espécies mencionados na tabela 1. 
 
Tabela 1: Registros na literatura de parasitismo por carrapatos em onças-pintadas no 
mundo. 
(continua) 
Registro na literatura Referência 
Amblyomma sp. LABRUNA et al. (2005); WIDMER, 
(2009); FURTADO (2010) 
Amblyomma cajennense (sensu lato) LABRUNA et al. (2005); DURDEN et 
al. (2006); WIDMER (2009); ARAGÃO 
(1936); FURTADO (2010) 
 
Amblyomma brasiliense LABRUNA et al. (2005) 
Amblyomma coelebs LABRUNA et al. (2005) 
Amblyomma oblongoguttatum LABRUNA et al. (2005) 
Amblyomma ovale LABRUNA et al. (2005); ARAGÃO & 
FONSECA (1961); FURTADO (2010); 
SINKOC et al. (1998) 
Amblyomma parvum LABRUNA et al. (2005); DURDEN et 
al. (2006) 
Amblyomma tigrinum LABRUNA et al. (2005); DURDEN et 






Registro na literatura Referência 
Amblyomma triste LABRUNA et al. (2005); DURDEN et 
al. (2006); WIDMER (2009); FURTADO 
(2010) 
Amblyomma sculptum MARTINS (2004) 
Dermacentor nitens LABRUNA et al. (2005) 
Rhipicephalus (Boophilus) microplus LABRUNA et al. (2005); WIDMER 
(2009); FURTADO (2010) 
Ixodes affinis LOPES et al. (2016) 
Ixodes scapularis ALMAZAN et al. (2013) 
Ornithodoros rostratus MASSI PALLARÉS & USHER (1982) 
  
Alguns destes carrapatos são conhecidos por transmitirem agentes patogênicos 
de importância para a saúde pública como Rickettsia rickettsii (LABRUNA, 2008).  
Quanto ao parasitismo por pulgas, a tungíase, uma doença negligenciada 
causada por Tunga penetrans, foi observada em doze onças-pintadas no pantanal sul-
mato-grossense, sendo então sugerido que o felídeo sirva como um disseminador da 
pulga na região do Pantanal (WIDMER & AZEVEDO, 2011). Furtado (2010) também 
registrou a presença de T. penetrans em onças-pintadas do Pantanal, porém em menor 
abundância. Além de T. penetrans, outras pulgas foram registradas parasitando onças-
pintadas como Ctenocephalides felis felis (LINARDI & GUIMARÃES, 2000), Pulex 
irritans (DURDEN et al., 2006), Pulex porcinus (ECKERLIN, 2005) e Pulex 
(Juxtapulex) echidnophagoides (TIPTON & MENDEZ, 1966).  
A presença de miíase furuncular por larvas de Dermatobia hominis (bernes) 
foram visualmente registradas por câmeras traps devido a inchaços, porém sem a 
confirmação morfológica segundo HARMSEM (2006). Em onças-pintadas do 
Pantanal foram avaliadas duas larvas por Furtado (2010). A dermatobíase é uma 
doença de importância para saúde pública (ANDERSEN, 1962), além do mais, uma 
vez que, as lesões causadas pelas larvas de D. hominis podem fomentar o 
desenvolvimento de miíases biontófagas (GRISI et al., 2014), estas por sua vez podem 
levar ao desenvolvimento de lesões que dificultam a caça ou levam a morte de 





A infestação por Cochliomyia hominivorax em onça-pintada foi avaliada na 
Guiana em um ferimento de bala, segundo Rawlins et al. (1983) e por Furtado (2010) 
possivelmente em ferimentos de brigas, ressaltando um fator agravante para os 
indivíduos.  
Até o momento desta revisão não havia registros de parasitismo por outros 
ectoparasitos na literatura. 
 
3.3.1 Doenças transmitidas por vetores  
Artrópodes hematófagos podem servir como vetores biológicos ou mecânicos de 
diversas enfermidades emergentes e reemergentes a animais domésticos e silvestres e o 
homem (PAROLA, 2005), entre eles destacam-se mosquitos, flebótomos, carrapatos, 
piolhos e pulgas (NÚNCIO & ALVES, 2014). Com isso, as alterações ambientais 
(antropização e mudanças climáticas) afetam diretamente o ciclo dos artrópodes e a 
relação parasito-hospedeiros (LABRUNA et al., 2005; ESTRADA-PENA, 2009), sendo 
um importante fator para o aumento da circulação de vetores entre animais silvestres, 
domésticos e humanos (HOGGSTRAAL & KAISER, 1961). 
Os carrapatos são considerados os principais vetores de doenças aos animais e o 
segundo principal vetor de doenças ao homem, estando atrás apenas dos mosquitos 
(JONGEJAN & UILENBERG, 2004; SONENSHINE & ROE, 2014). Obrigatoriamente 
todas as espécies de carrapatos requerem durante seu ciclo de vida o sangue de 
vertebrados (hematofagia) e devido a este hábito alimentar, muitas vezes sem 
especificidade de hospedeiro, podem transmitir agentes patogênicos como vírus, 
bactérias, helmintos e protozoários (HOSKINS & CUPP, 1988; CUPP, 1991; FUENTE 
et al., 2008). 
 
3.4 Hemocitozoários 
3.4.1 Ordem Piroplasmida 
Nas doenças transmitidas por carrapatos, destacam-se os piroplasmas, 
causadores da babesiose e cytauxzoonose; agentes amplamente distribuídos, infectando 
animais domésticos e silvestres. André (2008) observou sorologia positiva para Babesia 
canis em amostras de onças-pintadas de cativeiro de São Paulo e Distrito Federal, 
porém nenhuma amostra foi positiva na análise molecular, sugerindo que outros 





apresentar reação cruzada em testes sorológicos. Este gênero tem influência na 
mortalidade de animais silvestres, principalmente quando associado a outros agentes 
virais (MUNSON et al., 2008).  
Assim como a cytauxzoonose é importante na mortalidade de felinos 
domésticos, uma vez que evolui para forma aguda com alta letalidade (WAGNER, 
1976). André et al. (2009) avaliaram a presença de Cytauxzoon felis em onças-pintadas 
e outros felídeos de cativeiro sem sinais clínicos, sugerindo que estes animais sirvam de 
reservatórios do agente. Furtado et al. (2017) reafirmaram que as onças-pintadas 
possivelmente são peças fundamentais na manutenção de C. felis no ambiente silvestre 
(reservatório), necessitando mais estudos em diferentes áreas, indivíduos e 
subpopulações onde a onça-pintada habita. 
 
3.4.2 Família Trypanosomatidae 
Os gêneros Trypanosoma e Leishmania são responsáveis por causar doença 
aguda ou crônica em seres humanos e em animais domésticos e silvestres (BARRETT 
& CROFT, 2012). A detecção destes gêneros é importante para monitorar as áreas de 
risco, uma vez que a ocorrência destes patógenos é determinada pela circulação do 
agente etiológico, vetores e indivíduos susceptíveis, sendo fontes de infecções que 
podem agravar a sanidade de animais silvestres ameaçados (MÖRNER et al. 2002). 
Mais precisamente, Trypanosoma evansi é um hemoparasito flagelado 
amplamente distribuído e um importante patógeno na saúde pública, principalmente por 
ser um dos agentes zoonóticos que causa a tripanossomíase, uma doença negligenciada. 
Existem diversos registros de detecções e surtos em animais como bovinos (FRANKE 
et al., 1994), equinos (RODRIGUES et al., 2005), cães (ECHEVERRIA et al., 2019), 
tigre (UPADHYE et al., 2000), camelos (DESQUESNES et al., 2009), morcegos 
(HERRERA et al., 2004) e no ser humano (JOSHI et al., 2005; POWAR et al., 2006). 
A infecção por T. evansi para causar danos em hospedeiros depende de fatores 
como a eficácia da transmissão, sistema imune do hospedeiro e a capacidade do parasito 
sobreviver no hospedeiro (MISRA et al., 2015). Com uma ampla distribuição 
geográfica e baixa especificidade em termos de vetores e hospedeiros, T. evansi 
permanece sem claras evidências do principal meio de transmissão, podendo ocorrer das 
seguintes formas: mecânica, biológica, vertical, horizontal, iatrogênica e por 





Recentemente um caso raro de tripanossomíase por T. evansi foi relatado em um 
felino doméstico na Índia; o animal apresentou o sinal clínico clássico da doença, em 
outros animais, conhecido como “mal das cadeiras” (incapacidade de estender os 
membros), além de febre e alterações hematológicas e bioquímicas (SIVAJOTHI & 
REDDY, 2017). O felino habitava uma área com características epidemiológicas para 
tripanossomíase em búfalos (SIVAJOTHI et al. 2016), com acesso próximo a um 
matadouro, o que sugere que a infecção ocorreu devido às picadas de moscas no local 
ou à alimentação de carne infectada (RAINA et al., 1985). Com isso, os estudos eco-
epidemiológicos são fundamentais para avaliação de áreas de risco tanto para animais 
domésticos quanto silvestres, da mesma maneira que animais silvestres, uma vez que 
apresentem incoordenação nos membros posteriores provavelmente inviabilizaria a caça 
em vida livre. 
A presença de T. evansi em onça-pintada foi observada durante um surto em um 
zoológico de Calcutá, o indivíduo que veio a óbito em 1967, apresentou sinais clínicos 
inespecíficos; o diagnóstico foi realizado por observação de formas evolutivas de 
Trypanosoma no esfregaço sanguíneo do coração e a suspeita final por T. evansi se deu 
pela resposta ao uso de uma medicação profilática em um indivíduo doente no mesmo 
zoológico que obteve cura, sugerindo que a causa dos óbitos foi por tripanossomíase por 
uma cepa patogênica (SINHA et al., 1973). 
 
3.4.3 Gênero Hepatozoon 
A hepatozoonose, causada pelo gênero Hepatozoon, também é uma doença 
veiculada por artrópodes hematófagos sendo relatada acometendo diversas espécies de 
canídeos e felídeos silvestres (BROCKLESBY e VIDLER, 1963; MCCULLY et al., 
1975; LANE & KOCAN, 1983; AVERBECK et al., 1990; METZGER et al., 2007; 
ANDRÉ et al., 2010), incluindo P. onca, no qual sugere-se um importante papel da 
onça-pintada na manutenção de Hepatozoon no ambiente silvestre (CRIADO-
FORNELIO et al., 2006; WIDMER, 2009; FURTADO et al., 2017). 
Apesar da hepatozoonose ter esse nome descrito, não há evidências que possa 
causar doença em humanos, além disso, em seus hospedeiros naturais causam raros 
agravos ou nenhum dano patológico (TELFORD, 1984), isso porque ocorre na maioria 
dos casos na forma subclínica. Porém, dependendo da taxa de parasitemia e infecções 





resultar na doença clínica e até mesmo óbito (BANETH & WEIGLER, 1997; RUBINI 
et al., 2006; KUBO et al., 2006). 
3.4.4 Família Anaplasmataceae 
 A família Anaplasmataceae é caracterizada por bactérias intracelulares 
obrigatórias, constituído por três gêneros principais: Ehrlichia, Anaplasma e 
Neorickettsia (DUMLER et al. 2001). Alguns estudos avaliaram a presença de espécies 
dos gêneros Ehrlichia e Anaplasma em animais silvestres por imunofluorescência 
indireta (IFA) em um puma de vida livre que apresentou anticorpos para Ehrlichia canis 
(FILONI et al. 2006), bem como por análise molecular, que detectou uma nova variante 
genotípica do gênero Ehrlichia em onças-pintadas de vida livre (WIDMER, 2009), além 
de duas onças-pintadas do Mato Grosso reativas para Ehrlichia spp., porém negativas 
na análise molecular (ONUMA, 2014).  
Além disso, André et al. (2010, 2012) avaliaram por análise molecular e 
sorológica a presença de espécies relacionadas a E. canis e Ehrlichia chaffeensis, além 
de Anaplasma phagocytophilum, em diferentes felídeos de cativeiro, destacando uma 
onça-pintada positiva para dois genes: 16S rRNA e omp-1 para E. canis. Em 2018, 
Mazzotti et al. avaliaram uma alta positividade para  Anaplasma platys em felinos 
silvestres de cativeiro, alguns apresentavam coinfecção por A. phagocytophilum ou E. 
canis; além disso, dois felinos apresentaram alterações no hemograma como anemia 
severa e trombocitopenia, porém devido à ausência de pesquisa para detecção de outros 
patógenos, não foi associado a coinfecção como causa dos achados clínicos. 
3.4.5 Hemoplasma 
 Anteriormente descritos como Haemobartonella ou Eperythrozoon, os 
micoplasmas hemotrópicos ou hemoplasmas, parasitam a superfície dos eritrócitos 
podendo causar severas anemias e sinais clínicos, principalmente quando associados a 
fatores que comprometem o sistema imune, como o estresse (MESSICK, 2004). Três 
espécies de hemoplasmas parasitam felinos, possuindo diferentes graus de 
patogenicidade: Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e 
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (SANTOS et al., 2009). O principal entre eles é a 
espécie M. haemofelis (MESSICK et al., 1998). Furtado et al. (2018) descreveram a 





ocorrência foi de ‘C. M. haemominutum’. Anteriormente, André et al. (2011) 
detectaram em felídeos silvestres de cativeiro a presença de ‘C. M.  haemominutum’. 
3.4.6 Gênero Bartonella 
Os felídeos são importantes reservatórios de Bartonella, principalmente 
Bartonella henselae, um agente zoonótico de distribuição mundial, conhecido como 
causador da doença da arranhadura do gato (DAG) (CHOMEL et al., 2010). A 
ocorrência de Bartonella é observada em uma variedade de felinos silvestres como: 
leões (MOLIA et al., 2004), guepardos (KELLY et al., 1998; PRETORIUS et al., 
2004), em linces e pumas (YAMAMOTO et al., 1998; ROTSTEIN et al., 2000; 
CHOMEL et al., 2004). A presença de anticorpos para B. henselae em P. onca foi 
observada por Yamamoto et al. (1998) em um indivíduo cativo em um zoológico da 
Califórnia. Filoni (2006) relatou 95% de prevalência de B. henselae em 20 amostras de 






4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Área de estudo 
As amostras do presente estudo (n=22) são provenientes do Refúgio Ecológico 
Caiman (REC), localizado no município de Miranda, no Pantanal Sul-mato-grossense. 
Com aproximadamente 53.000 hectares, o REC dedica-se à criação extensiva de gado 
de corte (zebuínos), hotelaria e ecoturismo de observação de onças-pintadas e outros 
animais ameaçados.  
 
4.2 Ética 
O material utilizado no presente estudo foi destinado ao Laboratório de 
Protozoologia e Rickettsioses Vetoriais (ProtozooVet) da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul (UFRGS), onde obteve aprovação para realização do projeto perante a 
Comissão de Pesquisa Veterinária (COMPESQ UFRGS) nº: 38198, onde a avaliação da 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) não se aplica, uma vez que o laboratório 
não trabalha com animais vivos.  
Em contrapartida, o projeto Onçafari possui autorização do Instituto Brasileiro 
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) licença nº: 42093-1, 
além de respeitar o manejo dos indivíduos de acordo com os procedimentos éticos e o 
bem-estar dos animais (SIKES et al., 2011). Além disso, a parceria realizada entre a 
Associação Onçafari e ProtozooVet foi firmada em um termo de concordância assinada 
pelo médico veterinário responsável pelo projeto (ANEXO A). 
 
4.3 Capturas 
 As capturas são realizadas de forma periódica para trabalho de monitoramento e 
ecologia do projeto de conservação (Onçafari), onde assim foi possível o fornecimento 
de amostras biológicas para o presente estudo.  
As capturas foram realizadas de forma aleatória.  As áreas foram previamente 
monitoradas por câmeras traps para avaliar o tráfego dos indivíduos no local. Para a 
contenção física (captura), foi utilizada a técnica de laço (FRANK et al, 2003). Os 
locais de instalação eram escolhidos entre os pontos de maiores registros de onças-





transmissor de VHF acoplado ao mecanismo para emitir um sinal, que era acompanhado 
a cada hora pela equipe de campo. Todas as armadilhas eram revisadas presencialmente 
entre oito e nove horas da manhã, quando eram fechadas. Entre as 17 e 18 horas da 
tarde as armadilhas eram reabertas. 
Quando os felinos eram capturados pela armadilha, havia uma mudança no sinal 
emitido e a equipe se dirigia ao local em 30 minutos. Era confirmada a presença de 
onças-pintadas e com o auxílio de um dardo de rifle de CO2 contendo uma combinação 
de 5 mg/kg de tiletamina-zolazepam (Telazol® 500 mg, Zoetis, São Paulo, SP, Brasil) 
utilizado por via intramuscular (POOLE et al., 1993; ONUMA et al., 2015), os 
indivíduos foram sedados para a realização dos procedimentos que incluíam a coleta de 
parâmetros biométricos,  avaliação clínica, colocação de rádio colar e coleta de 
materiais biológicos. 
4.4 Amostras 
No período de outubro de 2013 a janeiro de 2019 foram coletadas 22 amostras 
de 19 indivíduos diferentes utilizadas no presente estudo, incluindo amostras de 
recaptura (n=3) no REC. 
Durante a sedação dos indivíduos foram coletadas amostras de sangue em tubos 
de coleta com anticoagulante EDTA (etilenodiaminotetracético tetrassódico) (n=18) e 
sem anticoagulante (n=4); foram confeccionadas lâminas de esfregaço sanguíneo 
coradas com Panótico Rápido® (Newprov, Pinhais, Paraná, Brasil) (n=12) e coleta de 
ectoparasitos para identificação. Em 12 das 22 capturas, foi possível a realização da 
determinação do hematócrito pela técnica de microhematócrito (JAIN, 1993) por 
centrífuga manual por rotações durante 10 minutos. O valor de referência utilizado foi 
conforme Widmer et al. (2012). Além do hematócrito, a avaliação das mucosas, tempo 
de preenchimento capilar (TPC), pesagem e temperatura retal da maioria dos indivíduos 
foi avaliado. 
 
4.5 Processamento das amostras 
4.5.1 Extração de DNA e análise dos esfregaços sanguíneos 
 Do total de amostras (n=22), 18 foram coletadas em tubos EDTA. O volume de 
200 μL para extração de DNA foi processado utilizando kit comercial PureLink® 





recomendações do fabricante. O restante das amostras (n=4), coletadas apenas em tubos 
sem anticoagulante (coágulos), foram processadas em um disruptor de células (L-Beater 
6, Loccus®, Melbourne, FL, USA) para melhor aproveitamento do material e 
posteriormente, seguiu-se utilizando o mesmo kit comercial e protocolo de extração de 
DNA. Amostras que continham aproximadamente 200 ng/μL de DNA determinado em 
um espectrofotômetro (NanoDropTM) foram utilizadas ou tiveram o volume ajustado. 
Foi realizada uma leitura minuciosa em busca de morfologias compatíveis com 
hemocitozoários intracelulares e extracelulares em lâminas de esfregaços sanguíneos. 
Para isso, a avaliação microscópica foi realizada sempre pelo mesmo operador em 
aumentos de 100x, 400x e 1000x. 
 
4.5.2. Ectoparasitos coletados 
Foram contabilizados e identificados conforme chaves dicotômicas especificas 
segundo Barros-Battesti (2006) para carrapatos em nível de gênero. Espécies do gênero 
Amblyomma foram identificadas de acordo com Onofrio et al. (2006). Para bernes e 
miíases, a chave utilizada foi conforme Berne et al. (2009). 
 
4.6 Análise molecular (Ensaios de Reação em Cadeia Polimerase/PCR) 
4.6.1 PCR: Protozoários 
A compilação dos primers utilizados no presente estudo está apresentada na 
tabela 2. 
4.6.1.1 Ordem Piroplasmida 
Para amplificação do gene 18S rRNA da Ordem Piroplasmida foi realizado o 
protocolo para triagem por meio dos primer foward (pf) BAB143-167 (5’ 
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 3’) e primer reverse (pr) BAB694-667 (5’ 
GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG 3’), desenhado para amplificar 
aproximadamente 500 pb, descrito por Soares et al. (2011). 
As amostras positivas na PCR de triagem para piroplasmas foram submetidas ao 
teste com primers específicos para C. felis e, para esta reação, um par de pf e pr que 





GCGAATCGCATTGCTTTATGCT-3’ e 5’ CCAATTGATACTCCGGAAAGAG-3’, 
conforme descrito por Birkenheuer et al. (2006).  
4.6.1.2 Família Trypanosomatidae 
Para amplificação do gene 18S rRNA da família Trypanosomatidae, o seguinte 
protocolo foi utilizado como triagem, conforme Maia da Silva et al. (2004), por meio 
dos pf 609 5’ CACCCG CGGTAATTCCAGC 3’ e pr 706 (5’ 
TTGAGGTTACAGTCTCAG 3’), desenhados para amplificar aproximadamente 900 
pb.  
Amostras positivas nesta reação foram retestadas com primers específicos para a 
detecção de T. evansi, com pf e pr, que amplificam um fragmento de 205 pb do 
fragmento RoTat 1.2 Variable Surface Glycoprotein (VSG): 5’-
GCGGGGTGTTTAAAGCAATA-3’ e 5’-ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG-3’, 
conforme descrito por Claes et al. (2004). 
4.6.1.3 Gênero Hepatozoon 
Para amplificação do gene 18S rRNA do gênero Hepatozoon, o protocolo 
utilizado foi conforme Almeida (2011), por meio dos pf Hep2-169 (5’ 
GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 3’) e pf Hep2-718 (5’ 
ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG 3’), desenhado para amplificar 






Tabela 2: Listagem das sequências dos primers foward e reverse (respectivamente) utilizados para os protozoários analisados no presente estudo, os 
pares de base que amplificam e suas respectivas referências. 
Agentes Gene Sequências  pb* Referência 
Piroplasmida 18S BAB143-167 5’ CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 3’ 
BAB694-667 (5’ GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG 3’ 
500 Soares et al. (2011) 
Cytauxzoon felis 18S 5’ GCGAATCGCATTGCTTTATGCT-3’ 
5’ CCAATTGATACTCCGGAAAGAG-3’ 
284 Birkenheuer et al. 
(2006) 
Trypanosomatidae 18S 609 (5’ CACCCG CGGTAATTCCAGC 3’ 
706 (5’ TTGAGGTTACAGTCTCAG 3’ 
900 Maia da Silva et al. 
(2004) 
Trypanosoma evansi VSG¹ 5’-GCGGGGTGTTTAAAGCAATA-3’ 205 Claes et al. (2004) 
 5’-ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG-3’ 
Hepatozoon 18S Hep2-169 5’ GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 3’ 
Hep2-718 5’ ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG 3’ 
409 Almeida (2011) 
pb*= pares de base amplificados. 





4.6.2 PCR: Hemoplasma e α-proteobactérias 
Na tabela 3 é possível observar a compilação de dados dos primers utilizados no 
presente estudo. 
4.6.2.1 Hemoplasma 
Para amplificação do gene 16s rRNA de hemoplasmas, foi utilizado protocolo 
descrito por Criado-Fornelio et al. (2003) para triagem, seguindo os primers HBT F 5’ 
ATACGGCCCATATTCCTACG 3’e HBT R 5’ TGCTCCACCACTTGTTCA 3’, que 
amplifica a região entre 595 e 620 pb.  
Posteriormente, as amostras positivas na triagem foram retestadas no protocolo 
específico de PCR Real Time para pesquisa de Mycoplasma haemofelis de acordo com 
Peters et al. (2008). 
4.6.2.2 Família Anaplasmataceae 
Para triagem da família Anaplasmataceae os pares de primers do gene 16S 
rRNA EHR16SF 5′ GGTACCYACAGAAGAAGTCC3′ e EHR16SR 5′ 
TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’ foram utilizados para amplificar um fragmento de 
345 pb, segundo Inokuma et al (2000) no primeiro teste. Posteriormente, os primers que 
amplificam 360 pb do gene 16s rRNA, foram utilizados para uma segunda triagem, 
conforme descrito por Breitschwerdt al., (1998): GE2 5’ 
GTTAGTGGCATACGGGTGAAT 3’ e HE3 5’ 
CTTCTATAGGTACCGTACATTATCTTCCCTAT 3’.  
Outro gene foi avaliado para detectar possíveis espécies de Ehrlichia silvestres 
não amplificadas nos genes e primers anteriormente mencionados, para isso, o 
protocolo do gene DSB descrito por Doyle et al. (2005) para PCR Real Time foi 
modificado para PCR convencional, com isso foi utilizado o seguinte protocolo de 
amplificação: volume final de 12,5 μL contendo 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.2 μM 
de cada primer, 1.5 U de PlatinumTM Taq DNA Polymerase (Invitrogen ™, Carlsbad, 
CA, EUA) e 1 μL de DNA extraído; as condições no termociclador foram de 95ºC por 5 
minutos e 35 ciclos repetidos de 94ºC por 40 segundos, 59ºC por 40 segundos, 72ºC por 
1 minutos e extensão final de 72ºC por 5 minutos.  
Os primers amplificam 378 pb: DSB 321 5’ 






4.6.2.3 Gênero Bartonella 
Dois genes para pesquisa do gênero Bartonella foram utilizados no presente 
estudo: ftsZ e glta. Para amplificação de 515 pb do gene ftsZ, o protocolo conforme 
Paziewska et al. (2011), com os pf 5’ CATATGGTTTTCATTACTGCYGGTATGG 3’ 
e pr 5’ TTCTTCGCGAATACGATTAGCAGCTTC 3’ foi utilizado. Para o gene glta 
foi utilizado os primers Bhcs F 5’ GGGGACCAGCTCATGGTGG 3’ e Bhcs R 5’ 
AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 3’ que amplificam 360 pb, conforme Norman et 
al. (1995). 
 
4.6.3 PCR: Amplificação das reações e eletroforese 
Em todas as reações mencionadas anteriormente, um controle positivo dos 
gêneros e controle negativo com água ultrapura UltraPure™ DNase/RNase-Free 
Distilled Water (Invitrogen ™, Carlsbad, CA, EUA) foram utilizados. As amplificações 
foram realizadas em um termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied 
Biosystem®, Foster City, CA, EUA).  Os produtos de PCR foram submetidos a 
eletroforese em gel de agarose 1,5%, posteriormente visualizados em um 





Tabela 3: Sequências dos primers foward e reverse (respectivamente) utilizados para as análises de bactérias no presente estudo, os pares de base que 
amplificam e suas respectivas referências. 
Agentes Gene Sequências  pb** Referência 
Anaplasmataceae 16S EHR16SF 5′ GGTACCYACAGAAGAAGTCC 3′ 
EHR16SR 5′ TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’ 
345 Inokuma et al. (2000) 
Anaplasmataceae 16S GE2 F 5’ GTTAGTGGCATACGGGTGAAT 3’ 360 Breitschwerdt et al. (1998) 
H3 R 5’ CTTCTATAGGTACCGTACATTATCTTCCCTAT 3’ 
Ehrlichia DSB DSB DSB F 321 5’ TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA 3’ 378 Doyle et al. (2005) 
modificado para este estudo DSB R 671 5’ GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA 3’ 
Hemoplasma 16S HBT F 5’ ATACGGCCCATATTCCTACG 3’ 
HBT R 5’ TGCTCCACCACTTGTTCA 3’ 
595-620 Criado-Fornelio et al. (2003) 
Mycoplasma 
haemofelis 
16S 5’ F GTGCTACAATGGCGAACACA 3’ 
5’ R TCCTATCCGAACTGAGACGAA 3’ 
Probe: TaqMan 5’FAM-TGTGTTGCAAACCAGCGATGGT-BHQ13’ 
80 Peters et al. (2008) 
Bartonella  ftsZ F 5’ CATATGGTTTTCATTACTGCYGGTATGG 3’ 
R 5’ TTCTTCGCGAATACGATTAGCAGCTTC 3’ 
515 Paziewska et al. (2011) 
glta Bhcs F 5’ GGGGACCAGCTCATGGTGG 3’ 360 Norman et al. (1995) 
 Bhcs R 5’ AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 3’   
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